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論文内容の要旨
ゴエンザイムA (以下 Co A と略記する)あるいはグルタチオンのような低分子化合物のスルフヒド
リル基(以下SH 基と略記する)に結合しているアセチル基の化学的性質に関しては比較的詳しく検べ
られているが、たん白質のSH基に結合しているアセチル基のそれに関しては、まだ詳しい研究がな
されていない。
たん臼質の空間構造に生じたひずみが、ある限界内のものであれば、たん白質はこのひずみを除い
て、元の状態にもどろうとする性質があるのではないかと考えられる。
もし、このような性質が、たん白質に共通なものであれば、そのSH 基に結合しているアセチル基
は、低分子化合物のSH 基に結合したアセチル基と異る挙動を示すことが期待される。
本研究は、このような考えからたん白質のSH基に結合したアセチル基の挙動に注目し、その化学
的性質を明らかにするとともに、生物体内で、たん臼質のSH 基に結合したアセチル基が、 トリカル
ボン酸サイクルによって酸化されるのではないかという上原および梅本の仮設を実験的に証明する目
的で行なったものである。
たん白質の
の SH 基をもつてむり仏、したがつて SH基に対するアセチル基の結合むよび離脱が化学的方法のみでで、
なく、酵素活性の変動の面からも検べることができると考えたからである。
ところで、本研究を進めるにあたり、まず検討しなければならないことは、酵母アルコール脱水素
酵素の純度であった。
たん白質のSH基に結合しているアセチル基が加水分解をうけ、酢酸が生成する反応を特異的に促
進する酵素はまだ知られていないが、実験に供した結晶性酵母アルコール脱水素酵素の中にチオール
エステラーゼ活性を示す酵素が混在しておれば、酵素のSH基がアセチル化されても速やかに加水分
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解をうけ、アセチル基が離脱する可能性が考えられる。
酵母より調製した結晶性アルコール脱水素酵素の中に、チオールエステラーゼ活性を示す酵素が混
在しているかどうかを検べた結果、結晶標品でありながら、わずかに、その酵素の活性が認められた。
そこで、ジエチルアミノエチルセルロースカラムを用いて、同酵素をさらに精製したところ、チオ
ールエステラーゼ活性を示す酵素は除去され、得られた精製酵母アルコール脱水素酵素は、ディスク
電気泳動法およびハイドロキシアパタイトカラムクロマトグラフィーによっても、均一であることが
認められた。
次に、この精製酵母アルコール脱水素酵素のアセチル化を行なった。アセチル化の手段としては、
O, S -ジアセチルチアミンを用いたが、これは、同試薬が、たん白質と次に示すように反応すると考
えられるからである。
|PROTEIN I 
/I PROTEIN I 
酵母アルコール脱水素E酵素に、 0 ， S- ジアセチルチアミンを作用した結果、同酵素は 1 分子あたり
約 2個のSH基がアセチル化され、初めの活性の50%を失ったn
このSH 基の減少がアセチル化によるものかどうかを検べるため、 S- アセチル結合にのみ作用し
て脱アセチルすることができる条件の下で、失活した酵母アルコール脱水素酵素にヒドロキシルアミ
ンを作用させた。
その結果、同酵素の減少していたSH基は速やかに復元し、活性も回復した。
また、この反応液からアセトヒドロキサム酸が検出されたので、 0 ， S- ジアセチルチアミンを用
いて、酵母アルコール脱水素酵素のSH基をアセチル化できることが明らかとなったc
以上の実験によって、 SH基がアセチル化された酵母アルコール脱水素酵素を得ることができたの
で、次に、そのSH基に結合しているアセチル基の挙動と低分子化合物のSH基に結合したアセチル
基の挙動とを比較検討したところ、以下に示すような実験結果が得られた。
(1) アセチル化した酵母アルコール脱水素酵素を pH6.0、 300C で放置すると、約30分間で活性、 S
H 基とも復元した。この結果は、 SH基に結合したアセチル基が徐々に離脱することを示しているが、
同じ条件の下で、アセチル Co A あるいはアセチルグルタチオンのSH 基に結合しているアセチル基
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は全く安定であった。
(2) アセチル化した酵母アルコール脱水素酵素の活性回復およびSH 基の復元は、 1.6M尿素の中
ではみられず、希釈して、尿素濃度を O.4M とすると、再びSH 基が復元することが認められたので、
1.6M 尿素の中では、 SH基に結合したアセチル基が安定化することが明らかとなった。
(3) アセチル化した酵母アルコール脱水素酵素に、 CoA あるいはグルタチオンを添加すると酵素
の活性は回復し、 SH基も復元し、アセチル CoA あるいはアセチルグルタチオンが反応液から検出
された。この結果から、酵母アルコール脱水素酵素のSH基に結合しているアセチル基は、容易に、
これらの化合物のSH基ヘ転移することが明らかとなったが、同じ条件の下でアセチルグルタチオン
から CoAへのアセチル基の転移はみられなかった。
以上の実験結果から、酵母アルコール脱水素酵素のSH基に結合したアセチル基は、低分子化合物
のSH基に結合したアセチル基と異り反応性に富むことが明らかとなり、特に酵母アルコール脱水素
酵素のSH基に結合しているアセチル基は Co Aヘ容易に転移するという、真に興味深い現象を発見
することができた。
酵母アルコール脱水素酵素のSH基に結合したアセチル基がなぜこのように反応性に富むかという
理由は今後明らかにしなければならないが、一つの可能性として、 SH基がアセチル化されることに
よって、同酵素の空間構造にひずみが生じ、アセチル基の離脱に伴って元の構造にもどろうとするた
めではないかと考える。
1.6M 尿素によって、酵母アルコール脱水素酵素は可逆的に変性することが知られており、したが
って、 (2)でのべた結果は、 SH基のアセチル化に伴って生じた空間構造のひずみを復元させる能力が
尿素による変性で消失することを示すものと解釈している。
本研究では、 SH基を有するたん白質の一例として、酵母アルコール脱水素酵素のみをとりあげた
が、 SH基を有するすべてのたん白質に共通してみられる現象であるかどうかは、今後の重要な課題
の一つであるが、もし、普遍的な現象であれば、エネルギーの貯蔵や解毒の手段のーっとして、高等
動物の体内において、活性アセチルがこうした機構で貯蔵される可能性を考えなければならない。
論文の審査結果の要旨
高等動物の体内におけるエネルギー貯蔵の機構のーっとして活性アセチル基が蛋白質のスルフヒド
リル基 (S H 基)に結合した状態で貯えられるという考えの下に酵母アルコール脱水素酵素の SH基を
O ， S-ヂアセチルサイアミンを用いてアセチル化し、その挙動を検ベた。
酵母アルコール脱水素酵素のSH基に結合したアセチル基は活性で Co A などSH基を有する他の
化合物に容易に転移する他、二・三の興味ある性質を有することが明らかとなった。
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